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ARRETE : 

Article 1. _ // est diUvri a 1 -Association i but scientifique dite: 
INSTITUT INTERNATIONAL DE PATHOLOGIE CELLULAIEE ET MOLECULAIHE, 
Bruxelles, 

repr. par le Cabinet Bede a Brvucelles, 

«n w^/„v.nrfo„po«..-Nouveaux d6riv68 de la doxorubicine , leur 
preparation et les conpositions qui les contiennent, 



Article 2. — C« brevet lui est diliwi sans examen pritdable. J ses risques el 
penis, sans garantie soil de la rialiti. de la nmtveauti ou du mirite de T invention, soil 
df r exactitude de la description, et sans prijudiee du droit des tiers. 

All present arreti demeurera joint un des doubles de la specification de r invention 
(mf moire descriptif et iventuellemeni dessint) signis par rintiressi et dfposis d Fappui 
de sa demande de brevet. 

Bruxelles, le 3-1 ggQ^ 197 
PAR DELeQATION SPECIALE : 

LcDIrcclRir „ ^ . . , 

Inventor: Dubois, et al. 
Serial No.: 09/879,442 
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L 'Association a but scientifique dite : 

INSTITUT INTERNATIONAL DE PATHOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE 
a Bruxelles (Belglque) 

Nouveaux d6riv68 de la doxorubicine, leur preparation et les 
compositions qui les contiennent. 



Cop.ie.cl.-fr.QJlLQa^7.944^ nn,Jl7^l2.U200A 



La prfisente invention qui est due a Messieurs 
Roger BAURAIN, 10 Clos des Erables & Kraainem (Belgique) et 
Andre TROUET, 29, Predikherenweg & Winksele (Belgique) est rela- 
tive Sl de nouveaux dSrivfis de la doxorubicine de formule g^nSralet 

COCH-OH 




:H-CH --CH-CHOH-CH-CH, 



ainsi que leurs sels d' addition avec les acides, leur proc6d6 
de preparation et les compositions pharmaceutiques qui les 
contiennent. 

Dans la formule g6n6rale (I), R repr§sente un radical 
de formule gSnSrale 

Rj^— CH-CO- 

R2— NH (II) 
dans laquelle Rj^ reprfisente un atome d'hydrogSne ou un radical 
alcoyle (Sventuellement substitufi par un radical amino, alcoyl- 
amino, dialcoylamino, hydroxy, mercapto ou mSthylthio) , un ra- 
dical phSnyle ou un radical benzyle §ventuellement substitufi 
sur le cycle par un ou deux radicaux hydroxy et Rj reprfisente 
un atome d'hydrogSne ou forme avec R^^ un radical alcoylSne 
contenant 3 ou 4 atomes de carbone, 6tant entendu que les dlf- 
fgrents radicaux et portions alcoyle contiennent 13 4 atomes 
de carbone en chalne droite ou ramififie et que les produits 
de formule g6n6rale (I) dSrlvent le cas Schfiant des formes D, 
L ou DL de 1 • amino-acide do formule g6n6rale 

Rj^ — CH-COOH 

Rj— NH (III) 

Selon la prfisente invention, les nouveaux dfirivfis de 
formule g6n6rale (I) peuvent Stre obtenus par action d'un amino- 



9^ 
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acide de formule gfinfirale (III) sous une forme activge dans la- 
quelle et R2 sont dSfinis coirane prScgdemment sur la doxorubi- 
cine de formule : 




:H-CH --CH-CHOH-CH-CH - 



selon toutes les mfithodes connues employees en chlmle peptidique. 

Dans tous ces procSdgs, 11 est particullSrement avan- 
tageux de protSgar la fonctlon amine et d'activer le groupe car- 
boxyle de 1 ' aminoacide de formule g€n€rale (III), selon I'une 
des m§thodes suivantes : 

a) On peut, par exemple, r§allser simultanfiment la protection 
de la fonction amine et 1' activation du groupe carboxyle en 
prgparant un N-carboxyanhydride de formule gSngrale : 



(V) 



dans laquelle et R2 sont dfifinis comme pr6c#demment, par 
action du phosgSne sur 1 'amino-acide de formule gfinSrale (111). 

La condensation du produit de formule (IV) avec le 
produit de formule g6n6rale (V) s'effectue gfiniralement en 
milieu aqueux ou hydroorganique tamponnfi A un pH compris entre 
8 et 11 et i une temperature voisine de O'C. 
b) On peut aussi protSger la ou les fonctions amines de 

1 ' amino-acide de formule g6n6rale (III) -puis activer la 

fonction acide. 

Les groupes protecteura de la/des fonction (s) amine (s) 
peut/peuvent 6tre 6ventuellement §limin6s ultSrieurement par 
des operations qui ne touchent pas au reste de la molficule. De 
preference, le groupe protecteur est un radical trityle ou 
tertio-butyloxycarbonyle que I'on peut eiiminer en milieu acide 
dllue. 
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Dans le cas oil 1 ' amino-acide prgsente plusieurs fonc- 
tions amines, 11 peut y avoir, dans certaines conditions, une 
elimination selective du groupe protecteur de la fonction amine 
enc du carbonyle qui est plus labile que les groupes protecteurs 
des autres fonctions amines. 

La fonction acide peut 6tre activ6e par estfirificatlon 
avec des composes hydroxylSs tels que le N-hydroxysuccinlmlde , 
le p-nitroph6nol, le trichloro-2 ,4 ,5 phfinol ou l'hydroxy-4 pip6- 
ridine. Get ester active peut 6ventuellement Stre pr6par€ in 
situ. 



Dans ces conditions, la reaction de condensation de 
1 -amino-acide active et protege avec un produit de formule 
(IV) s'effectue dans un solvant tel que 1 'acetate d'ethyle ou 
le dimethylformamlde en presence d'un carbodiind.de tel que le 
dlcyclohexylcarbodiimide a une temperature comprise entre 
-15 et +25 en presence, eventuellement, d'une base organique 
telle que la trie thy lamine . 

c) On peut ggalement condenser un amino-acide de formule g6- 
nerale (III) dont la/les fonction (s) amine (s) est/sont 
eventuellement protegee (s) comme indiqu€ ci-dessus, avec 
un produit de formula (IV) dans un solvant organique tel 
que I'acState d'ftthyle, le dimethylformamlde, I'acetonltri- 
le ou le chlorure de methylene a une temperature comprise 
entre O et 30»C en presence d'un carbodiimide tel que le 
dlcyclohexylcarbodiimide. 

Le produit de depart de formule (IV) est connu sous 

le nom de doxorublcine. Sa preparation et ses caracteristi- 

ques physico-chimiques ont ete decrites dans le brevet beige 

No. 731.398. 

Les nouveaux produits prepares selon 1' invention peu- 
vent 6tre transformes le cas 6ch6ant en sels d' addition avec 
les acides. 

Les sels d' addition avec les acides peuvent 6tre 
obtenus par action des nouveaux composes sur des acides dans 
des solvants appropries. Comme solvants organiques on utilise 
par exemple des alcools, des ethers, des cetones ou des solvants 
chlorCs ; le sel forme preclplte aprSa concentration 6ventuelle 
de sa solution et est separe par filtration ou decantatlon. 

Les nouveaux derives de la doxorublcine de formula 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 




g§nerale (I), ainsi que leurs sals, poss&dent d' Int^ressantes 
propri6t6s antitumor ales jointes Sl une faible toxlcit§. 

lis se Bont montrfis particulifirement actlfs chez la 
souris DBA^ sur la leuc^mle L1210 f inoculation Bous-cutan^e) . 
5 Les essais ont 6t6 effectufis sur des souris pesant 20 a 22 9 
greff§es par voie aous-cutanfie avec 10^ cellules de la leuc6mie 
L1210 et traitges i des doses journali&res comprises entre 

5 et 60 mg/kg i.v. 

Comme prodult pr6£6rentlel, on peut citer la N-(L- 
10 Leucyl) doxorubicine, c'est-a-dire lo produit de formula g6n6ra- 
le (I) dans laquelle R est repr€sent§ par le radical de fomule 
g^n^rale (II) dans laquelle est le radical isobutyle et R2 
est un atome d'hydrogfine. 

La toxicite de la N- (L-Leucyl) doxorubicine chez la 
15 souris se traduit par une dose 16thale 50 % (^^50' d'environ 
67 mg/kg par jour (injection i.v. 2 jours consScutifs) soit 

6 £ois plus que pour la doxorubicine. 

Chez la souris DBA^, pesant de 20 & 22 g, greffSe 
par vole sous-cutanfie avec 10^ cellules de la leucgmie L1210 
20 et traitge i.v. (jours 1 et 2) la N- (L-Leucyl) doxorubicine, 
a 48 mg/kg par jour, induit 131 % d' augmentation de survie 
(ILS) , 33 % de survivants i long terme et un volume tumoral 
moyen de 0,01 mm^ au jour 12. 

A dose fiquitoxique, la doxorubicine induit 78 % ILS, 
25 16 % de survivants 3 long terme et un volume tximoral moyen de 
24 mm"^ au jour '12. 

L'exemple suivant, donn6 a titre non limitatif, montre 
comment 1' invention peut 6tre mise en pratique. 
EXEhgLE 

30 On dissout 50 mg de chlorhydrate de doxorubicine 

dana 1 cm"^ d'eau distillfia, puis on ajoute 9 cm^ d'una solution 
teunponnfia a pH 10,2 dont la composition pour 1 litre est la 
suivemte : 

aclda borique t 6,184 g 
35 chlorura de potassium t 7,456 g 

soude normale : 88 cm^ 
eau distlll€e t complement a 1 litre. 
On refroidit la solution a 0"C, puis on ajoute una 
solution de 0,001 mole de N-carboxyanhydride de L-leucine dans 
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0,5 cm"^ d' acetone refroidie 3l -10°C. Le mfilange est agltS vlolem- 
ment pendant 10 minutes 3 O'C. On amSne ensuite le pH S 4 a 
I'aide d'acide sulfurique 6 N. AprSs avoir agitfe la solution 3 
pH acide pendant 10 minutes, on amSne 3 pH 7 par addition d'une 
5 solution de soude normale. AprSs lyophilisation, on dissout la 
poudre obtanue dans 10 cm^ d'un melange de methanol et de chlo- 
roforme (50/50 en volumes) puis s^pare les sels minfiraux par 
filtration sur 10 g de silicagel. Le filtrat est SvaporS a sec 
sous pression rgduite {25 mm de mercure) & une temperature in- 

10 fSrieure a 50°C. Le rfisidu est chroma tographiS sur une colonne 
de 2 cm de diamStre contenant 10 g de silicagel au moyen d'un 
eiuant const! tue d'un melange de chloroforme et de methanol 
(93/7 en volumes). L'eiuat contenant la N-(L-Leucyl)doxorubici- 
ne est 6vapor6 a sec sous pression reduite (25 mm de mercure) 

15 a une temperature inferieure a 50'C. On obtient ainai 25,5 mg 
de N- (L-Leucyl) doxorubicine sous forme d'une poudre rouge. 

Par dissolution de cette poudre dans une solution 
aqueuse contenant un equivalent d • acide chlorhydrique , puis 
lyophilisation de la solution obtenue, on obtient 27 mg de 

20 chlorhydrate de N- (L-Leucyl) doxor\jbicine fondant a 193 "C (dficomp.) 

Pour I'emploi therapeutique , il peut Stre fait usage 
du produit selon 1* invention, soit a I'etat libre, soit a I'etat 
de sels d' addition avec les acides pharmaceutiquement accepta- 
bles, c'est-a-dire non toxiques aux doses d' utilisation, 

25 Coitime exemples de sels d' addition avec les acides 

pharmaceutiquement acceptables, peuvent 6tre cites des sels 
d' acides min6raux (tels que chlorhydrate, sulfate, nitrate, 
phosphate) ou organiques (tels que acetate, propionate, tar- 
trate, theophil line-acetate, salicylate, phenolphtalinate, 

30 methylene bis-yS-oxynaphtoate) . 

La pr§sente invention comprend egalement les con^sl- 
tions medicinales contenant les produits de formula (I) ou leurs 
sels d' addition avec les acides en association avec tout autre- 
produit pharmaceutiquement acceptable, qu'il soit inerte ou 

35 physiologiquement actif. 

Ces compositions peuvent 6tre presentees sous touts 
forme appropri6e a la voie d' administration prevue. La voie 
parenterals eat la voie d' administration prfif 6rentiell« at no- 
tamment la voie intraveineuse. 
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Les compositions selon 1* invention pour administration 
parentfirale peuvent 6tre des solutions stSriles aqueunes ou non 
aqueuses, des suspensions ou des Emulsions. Comme solvjint ou 
vghicule, on peut employer le propyJ Sneglycol , les huiles v6g6- 
5 tales, en particulier I'huile d'olive, et les esters orgemiques 
injectables, par exemple I'olgate d'fithyle. Ces compositions 
peuvent ggalement comprendre des adjuvants en particulier des 
agents moulllants, Smulsifiants et dispersants. La sterilisation 
peut se faire de plusieurs fa^ons, par exemple d I'aide d'un 

10 filtre bactgriologique, en incorporant 1 la composition des 
agents stfirilisants , par irradiation ou par chauffage. Elles 
peuvent ggalement 6tre prfipjirSes sous forme de compositions 
stgriles solides qui peuvent Stre dissoutes ou dispersfies au mo- 
ment de I'emploi dans de I'eau stfirile ou tout autre milieu st6- 

15 rile injectable. 

Les produits de formule gSnSrale (I) et leurs sels 
d' addition avec les acides sont plus particuliSrement utilises 
dans le traitement des leuc&nies 2dlgu6s lymphoblastlques et 
myfiloblastiques, des lyntphosarcomes , de la maladie de HODGKIN 

20 et des tumeurs solides (cancer pulmonaire, cancer mammaire, can- 
cer du tube digestif et metastases), a des doses journaliferes 
g§n6ralement comprises entre 1 et 5 mgAg par voie intraveineuse 
pour un adulte. 

L 'exemple suivant illustre une ccmpor.ition selon 

25 1' invention. 
EXEMPLE 

On prSpare une solution contenant 17,39 mg/ca? de 
chlorhydrate de N-(L-Leucyl)doxorubicine en dissolvant 1,739 g 
de ce produit dans du solute physiologique apyrogSne, en quan- 

30 tite suffisiuite pour obtenir 100 cm^. La solution obtenue 
est repartie aseptiquement en ampoules a raison de 5 cm"^ par 
ampoule. Les ampoules sont sceliees et contiennent chacune 
80 mg de N- (L-LeucylVdoxorubiclne (base). 

Bien entendu diverses modifications peuvent 6tre 

35 apportees pax I'homme de I'art aux produits et precedes qui 
viennent d'etre decrits' unlquement & tltre d'exeraples non 
limitatlfs sans sortlr du cadre de 1' invention. 
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REVENDICATIONS 
1. Nouveaux d6riv6s de la doxorubicine, caract6rlsgs 
qu'ils rgpondent a la formule ggnSrale : 



H-CH2CH-CHOH-CH-CH3 
NHR 




15 dans laquelle R reprSsente un radical de formule ggnfirale 
Rj^ — CH-CO— 

Rj— NH (II, 

20 dans laquelle R^ repr§sente un atome d'hydrogSne ou un radical 
alcoyle (Sventuellement substitufi par un radical amino, alcoyl- 
amino, dialcoylamino, hydroxy, mercapto ou mfithylthio) , un ra- 
dical phfinyle un radical benzyle 6ventuellement substituS sur 
le cycle par un ou deux radicaux hydroxy et R2 reprSsente un 

25 atome d'hydrogSne ou forme avec un radical alcoylSne conte- 
nant 3 ou 4 atomea de carbons, Stant entendu que les diff grants 
radicaux et portions alcoyle contiennent 14 4 atomes de car- 
bone en chalne droite ou ramifige et que ledit produit dgrive 
le cas gchgant des formes D, L et DL de 1 ' amino-acide de formule 

30 ggngrale 



Rj^— CH-COOH 
R, — NH 



(III) 



ainsi que ses sels d' addition avec les acides. 

2. DgrivS de la doxorubicine selon la revendication 1 
caractgrisg en ce qu'll rgpond a la formule ggngrale donnge dans 
la revendication 1 dans laquelle R reprgsente lo radical L- 
leucyle ainsi que ses sels d' addition avec les acides. 



^ 
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3. Proc6d6 de prgparation des produits selon la re- 
vendication 1, caractSrisfi en ce que I'on fait agir un aitiino- 
acide de formule g6n6rale 



— CH-COOH 

NH (III) 

dans laquelle R^^ et R2 sont dfifinls comme dans la revendlcation 
1 sous forme d'un de ses derives rSactifs sur la doxorubicine, 
puis transforme gventuellement le produit obtenu en sel d' ad- 
dition avec un acide. 

4. Procfide de preparation du produit selon la reven- 
dlcation 2, caractSrise en ce que I'on fait r6agir la L-leucinie 
sous forme d'un de ses derives reactifs sur la doxorubicine puis 
transforme eventuellement le produit obtenu en sel d' addition 
avec un acide. 

5. Precede de preparation selon la revendlcation 4, 
caractSrise en ce que le derive reactif de la leucine est le 
K-carboxyanhydride de formule 

(CH,) ,CHCH2-CH— CO 



25 6. Composition pharmaceutique caracterisee en ce 

qu'elle contient un produit selon la revendlcation 1 en associa- 
tion avec un ou plusieurs diluants ou adjuvants compatibles ou 
pharmaceutiquement acceptables. 

7. Composition pharmaceutique selon la revendlcation 

30 6, caracterisee en ce qu'elle contient comme produit actif le 
produit selon la revendlcation 2 en association avec un ou 
plusieurs diluants ou adjuvants compatibles ou pharmaceutique- 
ment acceptables. 

Bruxellea, le 3 aoQt 1978 

P. PON. : INSTITUT INTERNATIONAL DE PATHOLOGIE CELLULAIRE 
ET MOLECOTAIRB 



P. PON. : 
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